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mre`e
Sa`etak. Analiza genskog izra`aja s pomo}u sitnopolja visokopropusna je metoda u kojoj je mno{tvo molekula DNA 
razli~ite duljine pri~vr{}eno za ~vrstu podlogu u to~no odre|enim to~kama i s pomo}u njih se otkriva prisutnost odgovaraju}ih 
ozna~enih molekula RNA koje se izoliraju iz ispitivanih biolo{kih uzoraka. Temeljni princip na kojem po~iva sitnopolje jest 
sparivanje komplementarnih nukleotida (A-T i C-G), {to dovodi do stvaranja nukleinskih kiselina s dvostrukom uzvojni-
com. Razlike u genskom izra`aju izme|u dvije skupine uzoraka otkrivaju se i kvantificiraju usporedbom vrijednosti inten-
ziteta signala to~aka na skupinama plo~ica na kojima se ispitivani uzorci hibridiziraju. Za sistematsku analizu rezultata 
dobivenih mjerenjem genskog izra`aja na sitnopolju rabi se analiza grupa i analiza obilje`ja te analiza mre`a i putova. 
Usporedbom izra`aja svih gena u razli~itim stanicama iste jedinke ili u istim stanicama razli~itih jedinki mo`e se dobiti 
uvid u mehanizme odgovorne za razvoj nekog stanja ili bolesti.
Descriptors:  Oligonucleotide array sequence analysis – methods, instrumentation; Gene expression profiling; Genome; 
Gene expression regulation; Nucleic acid hybridization; Gene regulatory networks
Summary. Microarray gene expression analysis is high-throughput method in which many different sized DNA molecules 
are attached to solid surface in designated spots. These molecules are used for the discovery of specific RNA molecules 
isolated from various biological samples of interest. Core principle of this method is hybridization of complementary 
 nucleotides (A-T and G-C), which leads to creation of double stranded nucleic acids. Gene expression differences in two 
groups of samples are discovered and quantificated by comparison of signal intensity values in microarray spots. Systemic 
analysis of data gathered in microarray gene expression measurement is performed by various bioinformatic methods such 
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** S obzirom na to da se rije~i sitnoniz i sitnopolje jo{ nisu udoma}ile u 
hrvatskom jeziku, u ovom }e se radu za prijevod engleske rije~i microarray 
naj~e{}e rabiti rije~i ~ip ili plo~ica, no va`no je napomenuti da se u nedavno 
iza{loj knjizi »Pedijatrijska reumatologija« prvi put u stru~noj literaturi na 
hrvatskom jeziku rabi rije~ sitnopolje.
as group analysis, annotation analysis as well as network and pathway analysis. Expression comparison of all genes in 
 different cells of the same individual or same cells of different individuals provides an insight into the mechanism respon-
sible for development of a certain condition or disease.
Lije~ Vjesn 2015;137:188–195
Prije vi{e od 30 godina britanski biolog Edwin Southern 
opisao je metodu kojom se u molekuli DNA mo`e otkriti 
odre|eni slijed nukleotida, a njemu u ~ast tehnika je nazva-
na Southern-blot hibridizacija.1 Nedugo nakon toga opisana 
je metoda kojom se mo`e dokazati prisutnost odre|enih 
sljedova RNA, a zbog svojih sli~nosti sa Southern-blot hi-
bridizacijom nazvana je northern-blot.2 Tom se metodom 
ukupna RNA ili mRNA izolirana iz ispitivanih stanica ili 
tkiva mo`e elektroforezom na agar-gelu razdvojiti prema 
veli~ini, upijanjem (engl. blotting) prenijeti na nitroceluloz-
ne membrane te hibridizirati s odgovaraju}im ozna~enim 
sljedovima DNA kako bi se odredila prisutnost tra`ene 
RNA. Sli~na metoda razvijena je i za otkrivanje proteina, a 
nazvana je western-blot.3 Osim toga razvijena je i dot blot 
metoda u kojoj nije potrebno razdvajanje molekula elektro-
forezom, ve} se molekule na membranu nanose direktno u 
obliku to~kastih mrlja (engl. dot blot).4 Navedeni postupci 
omogu}ili su razvoj visokopropusne metode u kojoj je 
mno{tvo razli~itih molekula pod nazivom probe (engl. pro-
bes) pri~vr{}eno za ~vrstu podlogu u to~no odre|enim to~-
kama (engl. spots ili featers) i s pomo}u njih se otkriva pri-
sutnost odgovaraju}ih ozna~enih molekula koje se nazivaju 
ciljne molekule (engl. targets).5 Probe imaju velik afinitet i 
specifi~nost za ciljne molekule koje se u otopini nanose na 
podlogu. Sve to~ke poredane su u nizove (engl. array) 
smje{tene na plo~icu (engl. chip) koja mo`e biti od stakla, 
polimernih materijala ili silikona, a nije ve}a od normalnog 
stakalca za mikroskopiranje (slika 1.A). Upravo zbog toga 
navedena se plo~ica na engleskom jeziku naziva micro array, 
{to bi u prijevodu na hrvatski jezik zna~ilo sitnoniz ili sitno-
polje.**6 Sli~no kao kod prije spomenutih metoda, i ovdje 
dolazi do reakcije ciljnih molekula i proba u procesu koji se 
zove hibridizacija (slika 1.B). Ciljne molekule prije ili po-
slije hibridizacije ozna~avaju se fluorescentnim molekula-
ma ili drugim bojama, kako bi se mogla otkriti reakcija cilj-
ne molekule i probe. Budu}i da se na jednoj plo~ici obi~no 
nalazi nekoliko tisu}a do nekoliko milijuna proba, glavna je 
prednost ove metode mogu}nost paralelnog obavljanja broj-
nih analiza s pomo}u kojih se mo`e prou~avati ukupni ge-
nom, transkriptom ili proteom. Nadalje, postoje i plo~ice 
koje sadr`avaju desetke ili stotine proba, a rabe se za jeftino 
genotipiziranje virusa ili bakterija. Probe koje se rabe na 
plo~icama mogu biti molekule cDNA umno`ene PCR-om, 
oligonukleotidi, plazmidi ili bakterijski umjetni kromosomi 
(engl. bacterial artificial chromosome, BAC), proteini, anti-
tijela, DNA ili RNA aptameri koji se rabe za otkrivanje 
odre|enih molekula, male molekule te ugljikohidrati. Velik 
broj razli~itih proba koje se mogu upotrijebiti na plo~ici sto-
ga omogu}uje {iroku primjenu ove metode.
Plo~ice ili ~ipovi naj~e{}e se rabe za analizu genskog 
izra`aja, odnosno za procjenu relativne razlike u izra`aju 
gena izme|u dviju razli~itih populacija stanica (npr. stanice 
oboljelih i stanice zdravih ili stanice lije~enih i stanice ne-
lije~enih bolesnika). S pomo}u ove metode mo`e se procije-
niti omjer smanjenog ili pove}anog izra`aja za svaki gen, no 
ne i koli~ina (apsolutni broj molekula) mRNA u stanicama 
(slika 2.).7 Nakon sekvencioniranja ljudskoga genoma ~ipo-
vi su se po~eli uvelike rabiti za istra`ivanje fiziologije sta-
nice te za otkrivanje mehanizama razli~itih bolesti i mogu}ih 
dijagnosti~kih biljega (engl. markers). Ujedno, ova je meto-
da na{la primjenu u ispitivanju one~i{}enosti vode analizi-
ranjem genskog izra`aja {koljaka, zatim u odre|ivanju bio-
kompatibilnosti povr{ina i mikro~ipova sa stani~nim kultu-
rama te pri analizi odgovora na zra~enje. Ovisno o probama 
koje se rabe za analizu genskog izra`aja mo`e se upotrijebi-
ti DNA ~ip, ekson ~ip te siRNA ~ip.
Osim za analizu genskog izra`aja ~ipovi se rabe za otkri-
vanje polimorfizama pojedina~nog nukleotida u genomu 
(engl. single nucleotid polymorphism, SNP) te za otkrivanje 
mutacija u genima. Nadalje, upotrebljavaju se za otkrivanje 
velikih delecija i amplifikacija u genomu s pomo}u kompa-
rativne genomske hibridizacije (engl. comparative genomic 
hybridization, CGH) te za odre|ivanje sljedova DNA na 
koje se ve`u odre|eni proteini s pomo}u kromatinske imu-
noprecipitacije (engl. chromatin immunoprecipitation, ChIP). 
^ipovi se mogu rabiti za otkrivanje patogena, za analizu 
mutacija u mitohondriju te za analizu razlika u odre|enom 
slijedu genoma s pomo}u resekvencioniranja. Naposljetku, 
na ~ipu se mogu provoditi i reakcije slo`enije od hibridiza-
cije, kao {to je npr. reakcija transfekcije kojom strana DNA 
ulazi u eukariotsku stanicu s pomo}u plazmida poredanih 
na staklenoj povr{ini u to~no odre|enom nizu. Plazmidi se 
mogu upotrijebiti i kao predlo`ak za »pravodobno« (engl. 
just in time) in situ stvaranje proteinskog ~ipa, pri ~emu se 
plazmidi koji nose razli~ite gene nanose na povr{inu zajed-
no s antitijelom koje u~vr{}uje nastale proteine u odre|enoj 
to~ki, a tako dobiveni ~ip rabi se za prou~avanje proteinskih 
interakcija.
Gra|a DNA ~ipa
Probe na DNA ~ipu mogu biti molekule cDNA du`ine 
400 do 1 000 parova baza (engl. base pairs, bp) ili oligo-
nukleotidi du`ine manje od 200 bp.8 Temeljni princip na 
kojem po~iva DNA ~ip jest sparivanje komplementarnih 
nukleotida (A-T i C-G), {to dovodi do stvaranja nukleinskih 
kiselina s dvostrukom uzvojnicom. Na povr{inu DNA ~ipa 
probe dolaze tiskanjem ili direktnom sintezom. Tiskanjem 
nastaju du`e probe ve}e specifi~nosti za ciljne molekule, 
dok direktnom sintezom nastaju kra}e probe manje speci-
fi~nosti, ali ve}e gusto}e, zbog ~ega svaki gen mo`e biti 
predstavljen s vi{e proba. Probe se tiskaju s pomo}u kon-
taktnog ili nekontaktnog stroja za tiskanje koji na povr{ini 
plo~ica ostavlja kapljice volumena nekoliko pL do nekoliko 
mL u kojima se nalaze probe.9 Za tiskanje se rabe staklene 
plo~ice, najlonske membrane ili plo~ice s udubinama (engl. 
beads, tubes), a kao probe se upotrebljavaju cDNA ili oligo-
nukleotidi.10 Nakon tiskanja oligonukleotidi se za povr{inu 
ve`u kovalentnim vezama, a cDNA elektrostatskim silama. 
Otisnute plo~ice mogu se napraviti u laboratoriju, a s obzi-
rom na to da se probe sintetiziraju na temelju predlo`aka iz 
knji`nica u kojima su pohranjeni sljedovi DNA razli~itih 
organizama, plo~ice se mogu rabiti ~ak i za analizu organi-
zama ~iji genom jo{ nije sekvencioniran. No, zbog male 
gusto}e to~aka koja se posti`e tiskanjem razvijena je tehno-
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logija koja omogu}ava sintezu oligonukleotida direktno na 
povr{ini plo~ice, a tako dobivene plo~ice nazivaju se oligo-
nukleotidni nizovi visoke gusto}e (engl. high-density oligo-
nucleotide arrays).11 Jedan od takvih ~ipova je i GeneChip® 
(slika 1.A), koji je razvila ameri~ka tvrtka Affymetrix (Santa 
Clara, CA, SAD). Spomenuti ~ip proizvodi se jedinstve-
nom fotolitografskom tehnikom, sli~nom onoj koja se rabi 
za proizvodnju mikroelektroni~kih ~ipova, u kombinaciji s 
kemijskim reakcijama razvijenim za kombinatornu kemiju s 
pomo}u kojih se stvara velik broj spojeva u samo jednoj 
reakciji.12 U proizvodnji se upotrebljavaju kvarcne plo~ice 
oblo`ene tankim slojem reagensa osjetljivog na svjetlo, koji 
sprje~ava kovalentno vezanje aktiviranih nukleotida. Izla-
ganje svjetlu uzrokuje odstranjivanje za{tite s povr{ine i 
omogu}ava vezanje aktiviranih nukleotida. Vezani nukleo-
tidi tako|er imaju za{titu osjetljivu na svjetlo koja se od-
stranjuje ponovnim izlaganjem svjetlu. Kako bi se svjetlo 
propu{talo samo na odre|ene to~ke, rabe se litografske 
maske s pomo}u kojih se odre|uje poredak nukleotida u 
rastu}im oligonukleotidima. U ciklusima u kojima se iz-
mjenjuju stavljanje maski, izlaganje svjetlu i vezanje nuk-
leotida na povr{ini plo~ice sintetiziraju se oligonukleotidi 
koji naposljetku sadr`avaju 25 nukleotida. S obzirom na to 
da tako kratki oligonukleotidi katkad nisu dovoljno speci-
fi~ni, svaka odgovaraju}a proba (engl. match) ima svoju 
negativnu kontrolu koja se razlikuje u samo jednom nukleo-
tidu smje{tenom u sredini probe i zove se neodgovaraju}a 
proba (engl. mismatch). Odgovaraju}a i neodgovaraju}a 
proba ~ine par proba (engl. probe pair), a uporaba parova 
proba omogu}uje otkrivanje gre{aka u hibridizaciji (engl. 
cross-hybridization). Jedan gen obi~no predstavlja 11 – 15 
parova proba koji se zajedni~ki nazivaju skupom proba 
(engl. probe set). Sljedovi koji se rabe u parovima proba 
odabiru se iz regije mRNA koju ~ini 600 baza proksimalno 
od poliadenilacijskog mjesta (3’-kraj), dok se odgovaraju}a 
mRNA odabire slo`enim bioinformati~kim tehnikama iz raz-
li~itih javno dostupnih izvora poput GeneBanka, dbEST-a i 
RefSeqa. Osim skupova proba koji predstavljaju odabrane 
gene na svakom GeneChipu nalaze se i skupovi proba koji 
predstavljaju gene izra`ene u svim stanicama (engl. hous-
keeping gene), tako da je svaki od tih gena zastupljen s tri 
skupa proba, od kojih jedan predstavlja 5’-kraj, jedan sredi-
nu, a jedan 3’-kraj. Spomenute probe slu`e za kontrolu kva-
litete hibridizirane RNA. Nadalje, na GeneChipu nalaze se i 
kontrolni skupovi proba (engl. spike-in control probe) koji 
se hibridiziraju s kontrolnom RNA (engl. spike-in RNA) te 
se rabe za kalibraciju prilikom o~itavanja. Vrlo velika 
gusto}a to~aka na GeneChipu dopu{ta i velik broj kontrola, 
a automatizirani procesi provo|enja eksperimenta jam~e 
vrlo visok stupanj ponovljivosti (engl. reproducibility). 
Upravo zbog toga na GeneChipu je mogu}e provoditi eks-
perimente u kojima se probe hibridiziraju s ciljnim moleku-
lama iz samo jedne populacije stanica (engl. one-channel 
experiments), za razliku od ve}ine ostalih ~ipova na kojima 
se zbog razlika koje nastaju prilikom proizvodnje ~ipa, a 
koje utje~u na omjer izra`aja (engl. expression ratio), probe 
istodobno hibridiziraju s razli~ito ozna~enim ciljnim mo-
lekulama izoliranim iz dviju razli~itih populacija stanica 
(engl. two-channel experiments). Osim toga GeneChip do-
pu{ta uporabu mnogih tehnika ozna~avanja ciljnih mole-
A) Gra|a sitnopolja. Na svakoj plo~ici nalazi se oko 6,5 milijuna to~aka u kojima 
su pri~vr{}eni milijuni molekula DNA (probe) koje ~ine cjelokupni ljudski genom. 
S pomo}u tih oligonukleotidnih proba otkriva se prisutnost odgovaraju}ih ozna~e-
nih molekula RNA (ciljnih molekula) dobivenih izolacijom iz ispitivanih stanica. / 
A) Microarray architecture. Each microarray has around 6.5 millions of spots in 
which millions of DNA molecules are attached. These attached DNA molecules 
are called probes and they represent the whole humane genome. Probes are 
used for the detection of labeled RNA molecules called targets, which are isolat-
ed from cells of interest.
C) O~itavanje signala. Nakon sparivanja proba s ozna~enim ciljnim molekulama 
odstranjuju se nesparene ciljne molekule te se u svakoj to~ki na plo~ici o~itavaju 
vrijednosti intenziteta fl uorescencije sparenih proba. / C) Signal detection. After 
hybridization of probes and labeled target molecules, non-hybridized target mol-
ecules are washed out and fl uorescence intensity values of hybridized probes are 
measured in each spot.
B) Hibridizacija (sparivanje). Ozna~ene ciljne molekule RNA hibridiziraju se s od-
govaraju}im molekulama DNA (probama) pri~vr{}enima na plo~icu. / B) Hybridi-
zation (pairing) process. Labeled RNA target molecules are hybridized with com-
patible DNA molecules (probes) attached to microarray.
! Slika 1. Shematski prikaz Affymetrixova GeneChip® sitnopolja. Preu-
zeto uz dozvolu Affymetrixa.
Figure 1. Schematic presentation of the Affymetrix GeneChip® mi-
croarray. Adapted with permission from Affymetrix.
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kula, {to olak{ava dizajniranje eksperimenta i statisti~ku 
analizu. S druge strane, u glavne nedostatke Affymetrixovih 
~ipova ubrajaju se visoka cijena proizvodnje zbog uporabe 
velikog broja litografskih maski te visoka cijena uporabe, 
jer je za provo|enje eksperimenta osim samih ~ipova po-
trebna i ostala oprema istog proizvo|a~a. Nadalje, ovakav 
~ip mo`e se napraviti samo u laboratoriju proizvo|a~a, zbog 
~ega je dostupan za ograni~en broj organizama, a probe koje 
se rabe nisu podlo`ne nikakvim promjenama.
Izolacija i ozna~avanje ciljnih molekula
Ispitivanje genskog izra`aja temelji se na pretpostavci da 
ispitivani uzorak RNA odra`ava trenuta~nu aktivnost gena u 
stanici, zbog ~ega to~nost podataka dobivenih provo|enjem 
eksperimenta na DNA ~ipu uvelike ovisi o kvaliteti upo-
trijebljene RNA.13 Molekula RNA nakon izoliranja iz stani-
ce vrlo je nestabilna i ima kratko vrijeme polu`ivota. Glavni 
razlog tomu jesu RNaze, potentni i {iroko rasprostranjeni 
kataliti~ki enzimi prisutni u krvi i tkivu te u ve}ini bakterija 
i gljiva u okolini. Stoga se za o~uvanje RNA u tkivima, sta-
nicama i krvi rabe sredstva za stabilizaciju RNA, kao {to je 
RNAlater, koja omogu}avaju skupljanje uzoraka u bolni~-
kim uvjetima te transport uzoraka na sobnoj temperaturi.
RNA se mo`e izolirati iz razli~itih biolo{kih uzoraka, po-
put pune krvi (engl. whole blood, WB) te mononuklearnih 
stanica periferne krvi (engl. peripherial blood mononuclear 
cells, PBMC) ili sinovijalne teku}ine (engl. synovial fluid 
mononuclear cells, SFMC). Prednost uporabe krvi za izola-
ciju RNA le`i u lakoj dostupnosti i relativno jednostavnom 
na~inu sakupljanja, a budu}i da cirkulira kroz cijelo tijelo, 
krv sadr`ava mnoge biolo{ke informacije potrebne za razu-
mijevanje fiziolo{kih i patofiziolo{kih mehanizama. Od 
svih stanica u krvi samo 0,1% otpada na leukocite koji jedi-
ni imaju stani~nu jezgru u kojoj dolazi do prepisivanja gena, 
dok oko 95% otpada na zrele eritrocite koji nemaju jezgru i 
u kojima do prepisivanja ne dolazi. Ipak, oko 1% stanica u 
krvi su retikulociti – razvojni stadij eritrocita – pa je stoga 
ve}ina njihove transkripcijske aktivnosti vezana uz stva-
ranje α i β-globinskih lanaca za izgradnju hemoglobina. 
Takva globinska RNA mo`e utjecati na rezultate ispitivanja 
genskog izra`aja u stanicama krvi, zbog ~ega se prilikom 
izoliranja RNA iz pune krvi rabe razli~iti protokoli za nje-
zino odstranjenje. Naj~e{}e se rabe komercijalno dostupne 
epruvete (npr. PAXgene™ Blood RNA tubes) u kojima se 
nalaze sredstva za uklanjanje globinskih transkripata i za 
stabilizaciju RNA.14 Tako skupljena krv mo`e na sobnoj 
temperaturi stajati 24 sata, a na –80 °C i du`e, {to ostavlja 
dovoljno vremena za transport uzorka u laboratorij u kojem 
se pristupa izolaciji RNA. S druge strane, pri izolaciji RNA 
iz mononuklearnih stanica ne izoliraju se globinski tran-
skripti, ali ni transkripti iz granulocita, koji mogu biti kori-
sni u ispitivanju genskog izra`aja. Osim toga prije izolacije 
RNA iz mononuklearnih stanica potrebno je provesti raz-
dvajanje stanica, zbog ~ega je skupljenu krv potrebno {to 
prije dostaviti u laboratorij u kojem se pristupa izolaciji 
RNA.
I za samu izolaciju RNA danas se naj~e{}e rabe komer-
cijalno dostupni setovi (npr. PAXgene™ Blood RNA kit, 
RNeasy® kit). Male koli~ne DNA koje zaostaju nakon po-
Slika 2. Potrebni koraci u ispitivanju genskog izra`aja na sitnopolju. Iz ispitivanih stanica izolira se mRNA koja se 
potom ozna~ava i ubacuje u sitnopolje (~ip, plo~ica). U ~ipu dolazi do hibridizacije ozna~enih molekula RNA (ciljne 
molekule) i odgovaraju}ih molekula DNA (probe). Nesparene ciljne molekule odstranjuju se tijekom ispiranja, a 
sparene se boje fluorescentnim molekulama, nakon ~ega se pristupa o~itavanju ~ipova i ra~unalnoj analizi slike. 
Tako dobiveni podaci pohranjuju se i obra|uju slo`enim ra~unalnim postupnicima. Razlike u genskom izra`aju 
izme|u dva uzorka otkrivaju se i kvantificiraju usporedbom vrijednosti intenziteta signala proba sa svih plo~ica u 
eksperimentalnoj i osnovnoj (kontrolnoj) skupini.
Figure 2. The steps requiered in a microarray gene expression experiment. After isolaton from cells of interest, mRNA 
is labeled and ejected into microarray (chip) where hybridization of labeled mRNA (target molecules) and compati-
bie DNA molecules (probes) takes place. Non-hybridized target molecules are washed out, and hybridezed target 
molecules are labeled with fluorescent molecules. Next step is microarray scanning and computer analysis of acqui-
ered image. Gathered data are then stored and further analyzed with complex algorithms. Differences in gene ex-
pression between two samples are identified and quantified by comparision of probe intensities values from experi-
mental and baseline groups.
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stupka izolacije mogu se odstraniti upotrebom DNAza. S 
obzirom na to da nukleinske kiseline apsorbiraju zrake svjet-
losti pri odre|enim valnim duljinama, mogu}e je odrediti 
koncentraciju izolirane RNA mjerenjem apsorbancije razri-
je|enog uzorka u spektrofotometru pri valnoj duljini od 260 
nm (A260), a ~isto}u RNA omjerom apsorbancija pri valnoj 
duljini od 260 nm i 280 nm (A260/A280). Zbog djelovanja 
prije spomenutih RNaza tijekom postupka izolacije mo`e 
do}i do degradacije molekula RNA i kompromitiranja rezul-
tata analize genskog izra`aja.15 Kako bi se to izbjeglo, prije 
provo|enja eksperimenta na skupim DNA ~ipovima pro-
vodi se relativno jednostavan postupak provjere integriteta 
RNA molekula, za {to se rabe razli~iti sistemi poput Agilent 
2100 Bioanalyzera koji daju broj~anu vrijednost integriteta 
RNA (engl. RNA Integrity Number, RIN). Jednom izolirana 
RNA mo`e se pohraniti na temperaturi od –20 °C do –70 °C 
do provo|enja eksperimenata na DNA ~ipu.
Da bi se reakcije me|u komplementarnim ciljnim mo-
lekulama i probama mogle vizualizirati, prije same hibridi-
zacije potrebno je provesti ozna~avanje ciljnih molekula 
(engl. target labeling). Ozna~avanje se provodi obrnutim 
prepisivanjem (engl. reverse transcription) RNA u cDNA, a 
mo`e biti direktno (engl. direct labeling), pri ~emu se u cilj-
nu molekulu unose ozna~eni nukleotidi, ili indirektno (engl. 
indirect labeling), pri ~emu se u ciljnu molekulu prvo unosi 
nosa~ na koji se zatim ve`u oznake.16 Prilikom direktnog 
ozna~avanja nukleotidi su ozna~eni radioaktivnim izotopi-
ma, poput 33P, ili fluorescentnim bojama, a za indirektno 
ozna~avanje rabe se nosa~i poput biotina, amino-grupa ili 
micro i nano-~estica. Indirektno ozna~avanje zahtijeva do-
datno bojenje, za {to se rabe konjugati streptavidina ili ko-
njugati antitijela na biotin s peroksidazom hrena, zlatom ili 
s fluorescentnim bojama koje reagiraju s amino-grupama. 
Uporaba fluorescentnih boja omogu}uje upotrebu razli~itih 
boja za kontrolni i ispitivani uzorak te direktnu usporedbu 
signala na istoj plo~ici. Naj~e{}e se rabe cijaninske boje 
(engl. cyanine dyes) Cy-3 i Cy-5.
Hibridizacija
Nakon izolacije i ozna~avanja molekule RNA nanose se 
na DNA ~ip te se provodi reakcija hibridizacije, odnosno 
sparivanja komplementarnih parova baza (slika 1.B). Za 
ovu reakciju va`an je me|usobni afinitet nukleinskih kiseli-
na koje se rabe kao probe i kao ciljne molekule. Uz to je 
va`na i temperatura pri kojoj se reakcija zbiva, s obzirom na 
to da se povi{enjem temperature dvostruke uzvojnice pono-
vo razdvajaju na jednostruke. Na me|usobni afinitet nuk-
leinskih kiselina utje~e slijed nukleotida i sadr`aj hibridiza-
cijske otopine u kojoj se zbiva reakcija hibridizacije. Budu}i 
da G-C par baza sadr`ava tri vodikove veze, a A-T samo 
dvije, sljedovi u kojima se nalazi vi{e G-C parova jesu sta-
bilniji. Nadalje, s obzirom na to da svaki par baza pridonosi 
sveukupnoj ja~ini veze, afinitet je proporcionalan du`ini 
slijeda koji sudjeluje u reakciji. ^ak i ako se sljedovi probe 
i ciljne molekule razlikuju u samo jednoj bazi, kao {to je to 
slu~aj u neodgovaraju}im probama, dolazi do hibridizacije 
te se smanjuje stabilnost nastalog spoja.
O~itavanje ~ipova i analiza dobivene slike
Za o~itavanje plo~ica naj~e{}e se rabe posebni strojevi za 
o~itavanje (engl. microarray scanners) i odgovaraju}i pro-
grami za analizu o~itanih vrijednosti (engl. raw values). 
Strojevi za o~itavanje u sebi sadr`avaju fluorescentne detek-
tore u kojima je izvor svjetlosti laser odgovaraju}e valne 
duljine koji na plo~icama pobu|uje povr{inu veli~ine neko-
liko mikrometara. Fluorescencija upotrijebljenih boja bilje`i 
se i kvantificira CCD (engl. charge-coupled device) kame-
rama ili fotomultiplajerima te na taj na~in nastaje digitalna 
slika. Za razliku od analogne slike u kojoj se boje konti-
nuirano izmjenjuju u prostoru, digitalna slika sastoji se od 
ograni~enog broja to~aka koje su raspore|ene u koordinat-
nom sustavu i koje se nazivaju pikseli (engl. pixels). Broj 
piksela koji se mogu smjestiti u spomenuti koordinatni su-
stav jest razlu~ivost ili rezolucija (eng. resolution). Svaki 
piksel odre|en je polo`ajem u koordinatnom sustavu i in-
tenzitetom, odnosno dubinom boje (engl. color depth), a 
informacije o tome pohranjene su u obliku osnovnih mjer-
nih jedinica za koli~inu informacije, takozvanim bitovima. 
Jedan bit tako sadr`ava informacije o dva razli~ita intenzi-
teta boje, a koli~ina sadr`anih informacija eksponencijalno 
raste ovisno o broju bitova. Strojevi za o~itavanje plo~ica 
uglavnom imaju dubinu boje od 16 bita, {to zna~i da svaki 
piksel mo`e predstavljati jedan od 65 535 razli~itih intenzi-
teta o~itanog signala. Dobivena digitalna slika pohranjuje se 
u ra~unalu i obra|uje s pomo}u razli~itih komercijalno do-
stupnih programa za obradu slike koji omogu}uju da se in-
tenziteti piksela sa slike kvantificiraju u vrijednosti koje 
odgovaraju izra`aju pojedina~nih gena. Prvi korak u analizi 
slike jest stvaranje mre`e (engl. gridding, grid alignment, 
spot addressing) s pomo}u koje se na slici pronalazi okvirni 
polo`aj svake to~ke na plo~ici, nakon ~ega se pristupa 
odvajanju (engl. segmentation) to~aka i pozadine (engl. 
background). Na kraju se za svaku to~ku na plo~ici pro-
cjenjuje intenzitet signala (slika 1.C). Na ukupni intenzitet 
signala naj~e{}e se gleda kao na kombinaciju stvarnog sig-
nala nastalog hibridizacijom ozna~enih molekula i signala 
iz pozadine koji nastaje zbog nespecifi~ne hibridizacije, 
kontaminacije ili drugih artefakata. Zbog toga se od ukup-
nog intenziteta signala oduzima procijenjeni intenzitet sig-
nala iz pozadine, ~ime se dobivaju ispravljeni intenziteti 
(engl. background corrected intensities) koji se rabe za pro-
cjenu izra`aja svakoga pojedina~noga gena.
Obrada podataka dobivenih 
o~itanjem ~ipova
Razlike u genskom izra`aju izme|u dvaju uzoraka otkri-
vaju se i kvantificiraju usporedbom vrijednosti intenziteta 
signala proba na skupinama plo~ica na kojima se ispitivani 
uzorci hibridiziraju. Jedna skupina plo~ica pritom se ozna-
~ava kao eksperimentalna, a druga kao osnovna (engl. base-
line). Prije nego {to se pristupi usporedbi potrebno je ispra-
viti razlike u provo|enju eksperimenata nastale zbog teh-
ni~kih i biolo{kih ~imbenika. To se posti`e provo|enjem 
normalizacije. Glavni tehni~ki ~imbenici koji utje~u na raz-
like jesu kvaliteta i kvantiteta ozna~ene RNA hibridizirane 
na probe te razlike u reagensima, bojenju i rukovanju 
plo~icom, dok biolo{ki ~imbenici koji mogu utjecati na 
razlike proizlaze iz razlika u genetskoj pozadini, uvjetima 
rasta, vremenu uzimanja uzorka, spolu, dobi itd. Pa`ljivim 
planiranjem ispitivanja, standardiziranjem postupnika za 
ozna~avanje i hibridizaciju te provo|enjem normalizacije 
spomenute razlike mogu se znatno smanjiti. Usporedba 
izra`aja provodi se s pomo}u postupnika kojim se ra~una 
omjer vrijednosti intenziteta signala skupova proba na dvije 
razli~ite skupine plo~ica, a mo`e se prikazati kao omjer 
izra`aja (engl. expression  ratio), omjer promjene (engl. fold 
change) te kao logaritamska vrijednost omjera izra`aja 
(engl. log2 expression  ratio), pri ~emu se rabi logaritam po 
bazi 2. Tako, na primjer, dvostruko pove}anje izra`aja odgo-
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vara omjeru izra ̀ aja od 2, omjeru promjene od 2 te logari-
tamskoj vrijednosti omjera izra`aja od 1. S druge strane, 
dvostruko sma njenje izra`aja odgovara omjeru izra`aja od 
0,5, omjeru promjene od –2 te logaritamskoj vrijednosti 
omjera izra`aja od –1. Naposljetku, ako nema promjene 
izra`aja, omjer izra`aja i omjer promjene iznose 1, a logari-
tamska vrijednost omjera izra`aja 0. Nakon {to se utvrdi da 
je do{lo do razlike u izra`aju nekoga gena, provode se 
statisti~ki testovi kojima se utvr|uje je li ta razlika statisti~ki 
zna~ajna. Prije toga je va`no odrediti koji je statisti~ki test 
za to najprikladniji. Ve}ina statisti~kih testova mo`e se 
 svrstati u parametrijske i neparametrijske, a njihova upo-
treba ovisi o tome je li raspodjela podataka normalna. U 
slu~aju normalne raspodjele podataka za analizu se rabe pa-
rametrijski testovi poput t-testa, a ako raspodjela nije nor-
malna, rabe se neparametrijski testovi poput Mann-Whit-
neyjeva testa i testa sume rangova (Wilcoxonov t-test). Ako 
se izra`aj gena uspore|uje na vi{e skupina plo~ica, a ne 
samo na eksperimentalnim i osnovnima, rabi se parame-
trijski test analize varijance (ANOVA) ili neparametrijski 
Kruskal-Wallisov test. Pri ana lizi izra`aja odre|enoga gena 
naj~e{}e se rabi t-test kojim se procjenjuje je li razlika 
prosje~ne vrijednosti intenziteta skupova proba na eksperi-
mentalnim i na osnovnim plo~i cama statisti~ki zna~ajna. S 
obzirom na to da prosje~na vrijednost na eksperimentalnim 
plo~icama mo`e biti i ve}a i manja od prosje~ne vrijednosti 
na osnovnim plo~icama, rabi se dvosmjerni t-test (engl. 
two-tailed test). Nadalje, ako se na osnovnim plo~icama 
rabi RNA prikupljena od zdravih kontrola, rabi se neovisni 
t-test (engl. unpaired t-test), a ako se rabi nanovo prikup-
ljena RNA istih bolesnika, upotreb ljava se zavisni t-test 
(engl. paired t-test). Provo|enjem t-testa dobiva se p-vri-
jednost. Ako je p-vri jednost manja od odabrane razine zna-
~ajnosti (α), koja naj~e{}e iznosi 0,05, tada mo`emo utvr-
diti da je ispitivana razlika statisti~ki zna~ajna, odnosno da 
je slu~ajna u samo jednom od dvadeset pro vo|enja ovog 
 testa. Me|utim, ako se t-test provodi mnogo puta, kao {to je 
to slu~aj u analizi genskog izra`aja, tada bi to zna~ilo da od 
10 000 gena ~ak njih 500 pokazuje razliku u izra`aju sasvim 
slu~ajno. Stoga se pri analizi genskog izra`aja rabe jo{ i 
kontrolne metode, kao {to je Benjamini-Hochbergova me-
toda, s pomo}u kojih se smanjuje broj gena koji pokazuju 
la`nu razliku u izra`aju, odnosno postotak la`nih otkri}a 
(engl. false discovery rate, FDR).17
Analiza grupa i obilje`ja
Za sistematsku analizu rezultata dobivenih mjerenjem 
genskoga izra`aja na DNA ~ipu rabi se analiza grupa (engl. 
cluster analysis) i analiza obilje`ja (engl. annotation analy-
sis). Analiza grupa temelji se samo na podacima dobivenim 
u eksperimentu, dok se analiza obilje`ja temelji na prija{-
njim saznanjima. Analizom grupa mogu se propustiti neki 
obrasci koji su odmah uo~ljivi ako se razmatraju prija{nja 
saznanja, dok analiza obilje`ja mo`e biti vrlo ograni~avaju-
}a ako se previ{e usredoto~uje na ve} opisane gene i pro-
cese.18
Osnovna ideja koja stoji iza grupiranja podataka (engl. 
clustering) dobivenih o~itanjem DNA ~ipa jest da geni sa 
sli~nim izra`ajem imaju i sli~nu biolo{ku ulogu.19 Za grupi-
ranje se rabe metode kojima se dobiveni podaci grupiraju u 
unaprijed odre|ene grupe (engl. supervised methods) ili 
metode u kojima se podaci grupiraju bez obzira na prija{nja 
saznanja (engl. unsupervised methods). Grupiranje se pro-
vodi na obra|enim podacima prikupljenim u svim ekspe-
rimentima, a kako bi se prikazao izra`aj gena u svakom 
 eksperimentu, vrijednosti za svaki gen predstavljene su kao 
to~ka u n-dimenzionalnom prostoru, pri ~emu n zna~i broj 
provedenih eksperimenata. Na temelju sli~nosti u izra`aju 
mogu se grupirati geni ili eksperimenti, a mogu}e je isto-
dobno obaviti i oba grupiranja pa tada govorimo o dvo-
strukom grupiranju (engl. two-way clustering; biclustering). 
Neke od ~esto rabljenih metoda za grupiranje jesu K-prosje-
ci (engl. K-means), samoorganiziraju}e mape (engl. self-or-
ganizing map, SOM) i K-najbli`i susjed (engl. K-nearest 
neighbor, KNN), no naj~e{}e se rabe hijerarhijsko gru-
piranje (engl. hierarchical clustering) (slika 3.) i analiza 
glavnih komponenata (engl. principal component analysis, 
PCA).20 Prilikom hijerarhijskoga grupiranja stvara se matri-
ca udaljenosti (engl. distance matrix) u kojoj se nalaze 
uzajamne udaljenosti gena. Nakon toga se dva najbli`a gena 
mogu spojiti u grupu ako se rabi pristup koji po~inje od po-
jedina~nih gena (engl. agglomerative, bottom-up approach), 
ili se grupe razdvajaju ako se rabi pristup koji po~inje od 
pojedina~ne grupe u kojoj su sadr`ani svi geni (engl. divi-
sive, top-down approach). Ovaj postupak ponavlja se n-1-
-puta, a svaki put stvara se nova matrica udaljenosti. Anali-
zom glavnih komponenata, s druge strane, smanjuje se broj 
dimenzija i broj to~aka koje se rabe za prikaz vrijednosti 
izra`aja gena u prostoru te se prikazuju samo razlike vrijed-
nosti izra`aja svih gena u provedenim eksperimentima. To 
se posti`e otkrivanjem pravaca u kojima su razlike najve}e, 
a koji se zovu glavne komponente. Najvi{e razlika pokazuje 
prva glavna komponenta, a svaka sljede}a pokazuje preosta-
le razlike. Na taj se na~in stvara dvodimenzionalni ili trodi-
menzionalni dijagram u kojem je prikazana veza izme|u 
analiziranih gena i provedenih eksperimenata.
Va`an korak u analizi rezultata dobivenih o~itanjem DNA 
~ipa jest obilje`avanje gena (engl. gene annotation), za {to 
se naj~e{}e rabe pravila definirana projektom genske onto-
logije (engl. gene ontology project).21 Obilje`avanje prema 
pravilima genske ontologije omogu}uje standardiziranje 
prikaza svojstava gena i genskih produkata u razli~itim bio-
lo{kim vrstama i bazama podataka, uvid u biolo{ke meha-
nizme u koje su pojedini geni uklju~eni te istra`iva~ki pri-
stup na razini sustavne biologije. U tu svrhu razvijena su tri 
rje~nika, odnosno ontologije (engl. ontologies), u kojima 
su definirani termini {to opisuju kojoj stani~noj kompo-
nenti pripada genski produkt (engl. cellular component), 
koja mu je molekularna funkcija (engl. molecular function) 
i u kojem biolo{kom procesu sudjeluje. Primjeri termina 
sadr`anih u rje~niku koji opisuje biolo{ke procese jesu »rast 
i odr`avanje stanice« ili »provo|enje signala« u {irem smi-
slu, dok su primjeri za procese u u`em smislu »translacija«, 
»metabolizam pirimidina« ili »biosinteza cAMP-a«. Pri-
mjeri termina iz rje~nika koji opisuje funkciju molekula u 
{irem smislu jesu »enzim«, »transporter« ili »ligand«, dok 
u u`em smislu funkciju molekula opisuju termini poput 
»adenilat ciklaza« ili »ligand Toll receptora«. Termini iz 
rje~nika za opis sta ni~nih komponenata jesu na primjer 
 »ribosom«, »proteasom«, »stani~na membrana« ili »Gol-
gijevo tijelo«. Svi termini koji se rabe u rje~nicima mogu se 
primijeniti na sve biolo{ke organizme i neprestano se na-
dogra|uju, a svaki od termina povezan je s jednim ili vi{e 
drugih termina u istom ili u drugom rje~niku. Zahvaljuju}i 
projektu genske ontologije geni se mogu obilje`iti jednim 
ili s vi{e termina iz svakog od spomenutih rje~nika, a na 
 temelju termina kojima su obilje`eni mogu se svrstati u 
funkcionalno povezane skupine. S pomo}u statisti~kih me-
toda mo`e se provesti analiza zastupljenosti (engl. enrich-
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ment analysis) svakoga pojedina~nog termina na listi oda-
branih gena, kao i analiza zastupljenosti grupa funkcionalno 
sli~nih termina. Za analizu zastupljenosti termina genske 
ontologije naj~e{}e se rabe programi poput Onto-Expressa, 
GOstata, GoMiner-a, EASE-a i DAVID-a.22
Analiza mre`a i putova
Kako bi se zbivanja unutar slo`enih biolo{kih sustava 
objasnila {to zornije, elementi i veze unutar sustava prika-
zuju se u obliku putova (engl. pathways) i mre`a (engl. 
networks). Biolo{ki su putovi niz aktivnosti koje se zbivaju 
preko razli~itih posrednika i imaju neki zajedni~ki cilj.23 Na 
njih mo`emo gledati kao na vektore usmjerene odre|enoj 
to~ki. Za razliku od putova veze me|u elementima u mre`i 
ne moraju pokazivati neku aktivnost, zbog ~ega mre`e nisu 
vektori usmjereni nekom cilju. Mre`e se sastoje od ~vorova 
(engl. node) me|usobno povezanih rubovima (engl. edge) 
koji predstavljaju definirane veze. U biolo{kim mre`ama 
~vorovi mogu biti bilo koji biolo{ki elementi, uklju~uju}i 
gene i njihove produkte, nekodiraju}e sljedove DNA, puto-
ve, bolesti, terapeutske intervencije ili kombinaciju svega 
navedenoga. No, u mre`i su puno va`nije veze na temelju 
kojih mo`emo razlikovati genske i fizi~ke mre`e.24 U gen-
skim mre`ama postoji veza izme|u dva razli~ita gena (engl. 
genetic linkage), dok u fizi~kim mre`ama postoje fizi~ke, 
funkcionalne i regulatorne veze izme|u uklju~enih eleme-
nata.
Analizom genskog izra`aja s pomo}u putova mogu se 
otkriti putovi u kojima su statisti~ki zna~ajno zastupljeni 
geni koji su pokazali razliku u izra`aju. Prednost takve ana-
lize jest da su posrednici i njihova povezanost u putovima 
definirani na temelju prije provedenih istra`ivanja, zbog 
~ega vrlo dobro prikazuju razli~ite biolo{ke funkcije u zdra-
vlju i bolesti ili nakon lije~enja. No, upravo zbog ve} defi-
niranih odnosa ne mogu se otkriti neka nepredvi|ena me-
|udjelovanja gena, {to je pak glavni nedostatak ovakve ana-
lize. S druge strane, analiza genskog izra`aja s pomo}u 
mre`a, za razliku od analize s pomo}u zastupljenosti funk-
cionalnih grupa gena i analize s pomo}u putova, ne po-
stavlja nikakva ograni~enja u smislu prethodnog stvaranja 
grupa gena ili definiranja veza, zbog ~ega se smatra da 
mre`e najbolje prikazuju slo`ene sustave kao {to su poli-
genske bolesti. Analizom genskog izra`aja s pomo}u mre`a 
stvaraju se nove funkcionalne mre`e u kojima su prikazani 
geni koji su pokazali razliku u izra`aju i njihove me|usob-
ne veze te se na temelju toga mogu donijeti zaklju~ci o 
biolo{kim funkcijama u kojima ti geni sudjeluju. S obzirom 
na to da se analize putova i mre`a zasnivaju na slo`enim 
postupnicima, za njihovo provo|enje rabe se ra~unalni pro-
grami poput IPA (Ingenuity Systems Inc., http://www.inge-
nuity.com) i Cytoscape (http://www.cytoscape.org).25
Plan ispitivanja i pohrana podataka
S obzirom na to da je izra`aj gena pod velikim utjecajem 
razli~itih unutarnjih i vanjskih ~imbenika, potrebno je pro-
vesti vi{e eksperimenata (engl. replication) rabe}i RNA izo-
liranu iz jedne (engl. technical replication) ili iz vi{e osoba 
(engl. biological replication). Kako bi se smanjio broj po-
trebnih eksperimenata, u provo|enju istra`ivanja ~esto se 
rabi potvrda dobivenih rezultata qRT-PCR metodom u istoj 
ili u novoj skupini bolesnika, ~ime se znatno smanjuju tro{-
kovi i pove}ava vjerodostojnost ispitivanja. Osim toga 
va`no je da se velika koli~ina podataka koja se dobije u 
takvom ispitivanju dobro organizira i pohrani u neku od 
 javno dostupnih baza podataka kako bi se pohranjeni rezul-
tati mogli usporediti s rezultatima drugih istra`ivanja te 
kako bi se mogla provesti neovisna provjera dobivenih re-
zultata. Prilikom objave rezultata potrebno je dr`ati se od-
re|enog standarda pa su stoga stvorene smjernice MIAME 
(engl. Minimum Information About a Microarray Experi-
ments), u kojima je naveden minimum potrebnih informa-
cija o eksperimentu na ~ipu.26 U navedeni minimum spadaju 
informacije o dizajnu istra`ivanja, o upotrijebljenim plo~i-
cama i uzorcima, o izoliranju i ozna~avanju molekula RNA, 
Slika 3. Hijerarhijsko grupiranje gena. Svaki stupac ozna~ava uzorak 
(K1-K4 je kontrolna skupina, a P1-P11 je skupina bolesnika), dok svaki 
red ozna~ava gen. Crvena boja zna~i povi{en izra`aj, a zelena sni`en.
Figure 3. Hierarchical clustering of genes. Each column represents a 
sample (K1-K4 are control samples and P1-P11 are patient samples), 
while each line represents a gene. Red color represents higher expres-
sion, while green color represents lower expression.
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o uvjetima u kojima je provedena hibridizacija, o o~itavanju 
plo~ica te naposljetku o na~inu provo|enja normalizacije.
Zaklju~ak
U svakoj stanici s jezgrom nalazi se sveukupni genski 
sadr`aj koji odre|uje gra|u nekog organizma. Budu}i da 
stanica rabi tek mali dio tog sadr`aja, neki geni u stanici 
uvijek su »uklju~eni« i sudjeluju u procesima osobito 
va`nim za stanicu, dok drugi mogu biti ili »uklju~eni« ili 
»isklju~eni«. Na »uklju~ivanje«, odnosno na izra`aj gena 
utje~u mnogi vanjski ~imbenici, poput lijekova, one~i{}iva-
~a, UV zra~enja, patogena, stresa i hormona, koji preko raz-
li~itih signalnih putova djeluju na enzime {to reguliraju epi-
genetske mehanizme te na ~imbenike transkripcije.27 Osim 
toga na izra`aj gena utje~u i unutarnji ~imbenici, poput po-
limorfizama u cis i trans-regulatornim elementima.28 Stoga 
usporedbom izra`aja svih gena u razli~itim stanicama iste 
jedinke ili u istim stanicama razli~itih jedinki mo`emo do-
biti uvid u mehanizme odgovorne za razvoj nekog stanja ili 
bolesti, pri ~emu je vrlo va`an odabir jedinki i stanica iz 
kojh se izolira RNA te metoda kojom se izra`aj gena ispi-
tuje. Za ispitivanje izra`aja svih gena u stanici danas se 
naj~e{}e rabe razli~iti DNA ~ipovi, poput Affymetrixova 
GeneChip sustava (slika 1., 2.). Dobro isplanirano ispiti-
vanje na DNA ~ipu omogu}uje nam dobivanje pouzdanih 
rezultata uz minimalne tro{kove i tehni~ke te{ko}e, dok 
razli~ite bioinformati~ke analize omogu}uju sistematsku 
obradu velike koli~ine podataka koja se dobije ovakvim 
istra`ivanjem.
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